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To summarize ,  the  present  invest igat ions  has shown 
t h a t  in the zona ret icularis  of the  young  adul t  ra t  a) the  
images suggesting cell degenerat ion are ex t remely  rare;  
b) the  cells display all the  morphological  features of the  
ac t ive ly  s teroidseeret ing e lements ;  c) the  cell responsive-  
ness to  A C T H  is qui te  s imilar  to t ha t  of the  zona fascicu- 
la ta  elements.  

In  conclusion, these results and the  demons t ra t ion  
t h a t  the  ceils of the  zona ret icularis  are well  endowed 
wi th  ACTH-receptors  ~0, suppor t  the  view t h a t  the  zona 
reticularis,  at  least  in the  adul t  rats, cannot  be mere ly  

considered the  site of dest ruct ion of worn-ou~ etements  
migra t ing  f rom the  outer  zones, bu t  t h a t  this  zone is 
ac t ive ly  involved  in steroid synthesis.  The differences in 
the  morphology  and prol i fera t ive  capac i ty  be tween the  
cells of the  zona fasciculata and zona ret icularis  require,  
however,  fur ther  inves t igat ions  to set t le  ~heir funct ional  
significance. 

~0 M. P. GOLDER and A. R. BOYNS, J. Endocr. 53, 277 (1972). 

S t r u k t u r - W i r k u n g s b e z i e h u n g e n  b e i m  mensch l i chen  Calcitonin.  IIIJ  Die b io log i sche  Aktivit/ it  ver -  
kfirzter oder an den Kettenenden modif iz ierter ,  synthet i scher  Analoger  ~ 

Structure-Act iv i ty  Relat ionship  of H u m a n  Calcitonin.  III. Bio logical  Act iv i ty  of Synthet ic  A n a -  
logues  wi th  Shortened  or T e r m i n a l l y  Modif ied Pept ide  Chains 

W. RITTEL, R. MAIER, M. BRUGGER, B. KAMBER, B. RINIKER und P. SIEBER 

Forschungslaboratorien der Division Pharma der Ciba-Geigy AG., CH-dO02 Basel (Schweiz), 15. September 7975. 

Summary. Assays of 8 synthe t ic  analogues of h u m a n  calci tonin in rats  showed tha t  the i r  hypocalcaemic  ac t iv i ty  was 
dras t ica l ly  reduced by  delet ion of the  C-terminal  amide g roup ,  chain-shor tening or opening of the  disulphide ring, 
bu t  unaffected or enhanced by  modif ica t ion  of the  N- te rmina l  amino group. 

Die bisher aus verschiedenen Ar ten  isolierten Calci- 
tonine  z weisen i iberraschend grosse Unterschiede  in 
ihren Aminos~Luresequenzen ant. Dagegen besitzen alle als 
gemeinsame S t ruk tu rmerkmale  eine Ke t t e  yon 32 Amino-  
s~uren m i t  e inem C-terminalen Prol in-amidrest ,  sowie 
einen Disulf idring zwischen den Halbcys t in res ten  in den 
Posi t ionen 1 und 7. Die Tatsache,  dass Amino-  und Carbo- 
xylene  unver~Lndert erhal ten  werden, t ro tz  einer hohen 
Aus tauschra te  der  i ibrigen Aminos~uren,  deu te t  darauf  
bin, dass die Ke t t enenden  zur  E rha l tung  der biologischen 
Ak t iv i t~ t  no twendig  sind. N i t  dieser Annahme  s t immen  
unsere fri iher a bei Abwand lung  von  Schweinecalci tonin 
(PCT)-pept iden gemachten  Beobach tungen  tiberein. W i t  
hubert zeigen kSnnen, dass bereits  geringftigige ,~nderun- 
gen am Carboxylende  yon PCT die biologische A k t i v i t i t  
s tark  erniedrigen.  

Eine  entsprechende  Unte r suchung  wurde  j e t z t  auch 
auf menschliches Calci tonin (ItCT, Calci tonin M a) aus- 
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Fig. 1. Dosis-Wirkungsbeziehung der hypocalcaemischen Aktivit~t 
gemessen 50 Min nach i.v. Applikation der Peptide. Jeder Punkt 
reprasentiert das Mittel aus 15 Messwerten (-4- Standardfehler). 

gedehnt .  Dazu dienten die in der Tabel le  angegebenen 
synthe t i schen Analogen, die en tweder  eine verki i rz te  
Pep t idke t t e  oder  Abwandlung  an den Ke t t enenden  anf- 
weisen. 

Diese Substanzreihe umfass t  als C-terminaI  ve rgnder te  
Pept ide  die freie C-terminale  Sgure t tCT-(1-32)-OH, den 
entsprechenden Methyles ter  HCT-(1-32)-OMe und die um 
eine beziehungsweise drei Aminosguren  verki i rz ten  
Sequenzen HCT-(1-31)-NH 2 und EPro=9]-HCT-(1-29)- 
NH~. In  le tz te rem Analogen ist  der nat i i r l icherweise in 
Stel lung 29 vo rkommende  Valin- durch einen Prol inres t  
ersetzt .  Dadurch  sollte abgeklgr t  werden, ob Ak t iv i t g t  
erhal ten bleibt,  falls bei verkt i rz ter  Ke t t e  eine C-termi-  
nale Pro l inamidfunkt ion  vo rhanden  ist, wie beim I-ICT 
selbst. [Serf, Des-Oly~0]-HCT ist um eine A m i n o s i u r e  
(Gly 1~ im Ke t t en inne rn  verktirzt ,  en thgl t  also die Calci- 
ton in-Sequenzen  1-9 und 11-32 mi te inander  verknfipft .  
Zudem enthS, i t  dieses Analoge noch einen Ser in-Res t  in 
Stel lung 2, wie er bei den andern  S/iuger-Calcitoninen 
auf t r i t t .  Als N- te rmina l  abgewandel te  Sequenzen wurden  
[Bmpl]-HCT,  [Ne-Acetyl-Cys~]-HCT sowie die offen- 
ket t ige  Sequenz [NfVlet~, 7]_HCT in der  die beiden Cystein-  
reste in Ste l lung 1 und 7 methy l i e r t  sind, dargestell t .  

1 II. vgI. R. MAIER, B. KAMBER, B. RINIKER and W. RITTEL, 
Hormon. Metab. Res. 7, 511 (1975). 

2 Die bier verwendete, abgek~irzte Schreibweise ffir Peptide folgt 
den Empfehlungen der IUPAC-IUB Kommission ffir Biochemische 
Nomenklatur, J.B.C. 247, 977 (1972). YVeitere Abkfirzungen: HCT, 
Human-Calcitonin; PCT, Schweinecalcitonin; Bmp, /~-Mercapto- 
propions~iure (Desaminocystein); NMet, Normethionin (S-Methyl- 
cystein) ; -OMe, IVrethyIester. 
Als Ubersicht vgl. J. T. POTTS, H. D. NIALL, H. T. KEUTMANN, 
L. J. DEFTOS und J. A. PARSONS, in CaIcitonin 7969 (Eds. S. 
TAYLOR und G. FOSTER; W. Heinemann, London 1970), p. 56. 

a p. SIEBER, M. BRUOGER, B. KAMBER, B. RINIKER, W.  RITTEL, 
R. 11/[AIER und M. STAEHELIN~ in Calcitonin 7959 (Eds. S. TAYLOR 
und G. FOSTER; W. Heinemann, London 1970), p. 28. 

5 R. NIGHER, I~. RINIKER, W. RITTEL und H. ZUBER, llelv, chim. 
Acta 51, 1900 (1968). 
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Synthetische Peptide u~d Synthesemethodik. Zur  Her -  
s t e l lung  al ler  Ana loger  d ien te  die F r a g m e n t - K o n d e n s a -  
t i o n s m e t h o d e  in de r  Form,  die wi r  f r i iher  zur  To ta l -  
syn these  yon  HCT 6 u n d  PCT 7 a u s g e a r b e i t e t  u n d  de ta i l l i e r t  
be sch r i eben  h a b e n .  W i r  e rh ie l t en  die Ana logen  in F o r m  
ihre r  wasserlCslichen,  ess igsauren Salze. Sie erwiesen sich 
a n h a n d  der  yon  SIEBER et  al. 6 f l i t  HCT a n g e g e b e n e n  
D i i n n s c h i c h t - C h r o m a t o g r a p h i e  u n d  -E lek t rophore se sys t e -  
men  als e inhei t l ich .  Alle gaben  n a c h  To tMhydro ly se  s t im-  
m e n d e  Aminos /~urenana lysewer  te. 

Biologische Pr~[u~g. a) Wirkstiirke. Die P r i i fung  auf  
V~Zirkst~trke erfolgte  im W e s e n t l i c h e n  n a c h  I42UMAR et  al. s. 
Die P e p t i d e  w u r d e n  in N a t r i u m a c e t a t p u f f e r  (pH 4,6) 
m i t  Zusa tz  yon  0 ,1% IRinde r se rumalbumin  gelCst u n d  
100-120 g schweren,  we ib l i chen  A l b i n o r a t t e n  i.v. ge- 
spr i tz t .  Die B e s t i m m u n g  der  C a l c i u m k o n z e n t r a t i o n  im 
P l a s m a  erfolgte  m i t t e l s  F l a m m e n p h o t o m e t r i e  50 Min 
n a c h  In j ek t ion .  I n  dieser  T e s t a n o r d n u n g  zeigt  HCT eine 
Schwel lendosis  yon  25 ng/kg,  w~ihrend 125 n g / k g  be re i t s  
volle W i r k u n g  ausi iben.  

b) Wirkdauer. Zur  Pr f i fung  auf  W i r k d a u e r  w u r d e n  
generel l  30 ~xg/kg P e p t i d  s.c. in j iz ie r t  u n d  die Calc ium- 
k o n z e n t r a t i o n  im P l a s m a  in e ins t t ind igen  I n t e r v a l l e n  
b e s t i m m t .  

Resultate. Figu r  1 zeigt  die D o s i s - W i r k u n g s k u r v e n  
al ler  Ana loger  im Vergle ich  zu de r j en igen  y o n  HCT.  I n  
der  Tabel le  s ind die d a r a u s  r e su l t i e r enden  Wi rks t / i r ken  
wiedergegeben.  

Alle P r i i pa ra t e  bes i t zen  e indeut ige  hypoca l caemi sche  
Wi rkung ,  a l lerdings  in z u m  Tell  s t a r k  ve r sch iedene r  
GrSssenordnung .  Die Pr •para te  [Bmpl ] -  u n d  [N~-Acetyl  - 
Cys l ] -HCT w u r d e n  z u d e m  n o c h  auf  ihre  W i r k d a u e r  
gepr t i f t ;  die tZesul ta te  s ind in F igu r  2 wiedergegeben.  
Beide  zeigen gegeni iber  H C T  eine l e i ch t  ve r l~nger t e  
Wi rkung .  W~thrend die P l a sma-Ca t c iumwer t e  n a c h  
A p p l i k a t i o n  von  H C T  n a c h  2 h wieder  s ig l l i i ikant  an-  
ges t iegen sind, b l e iben  sie zu d iesem Z e i t p u n k t  n a c h  
I n j e k t i o n  de r  be iden  Ana logen  n o c h  m a x i m a l  gesenkt .  

Diskussion. Wie  be im  PCT I i ih ren  a u c h  be im  H C T  
geringftigige Ve r / i nde rungen  a m  Ca rboxy l ende  zu s t a r k e m  
W i r k u n g s v e r l u s t .  E r  is t  h ie r  a l le rd ings  n o c h  ausgepr~tgter.  
E r s a t z  der  C- t e rmina l en  C a r b o x a m i d -  d u r c h  die Ca rboxy-  
oder  C a r b o x y m e t h y l g r u p p e  oder  Verk i i r zung  der  K e t t e  
u m  auch  n u r  eine Aminos~ure  s e n k t  die W i r k u n g  auf  
weniger  als 1% der jen igen  yon  HCT.  Die  n iedr ige  Ak t i -  
v i t ~ t  der  f re ien C- t e rmina l en  SS.ure b e r u h t  o f fenbar  n i c h t  
auf  d e m  A u f t r e t e n  e ther  zus~tz l ichen  n e g a t i v e n  L a d u n g  
a m  Carobxylende ,  d a  a u c h  de r  C- te rmina le  M e t h y l e s t e r  
n u r  sehr  s chwach  a k t i v  ist.  Die K e t t e n v e r k t i r z u n g  u n t e r  
I3eibehal t  e ther  C- t e rmina l en  P r o l i n - A m i d f u n k t i o n  oder  
d u r c h  Weglassen  des Glyc inres tes  10 l~sst  die W i r k u n g  
ebenfa t l s  s t a r k  a b s i n k e n  9. 

Dagegen  f i ih ren  Ver / inde rungen  a m  A m i n o e n d e  zu 
un t e r sch i ed l i chen  ErgebnisseI1. R i n g 6 f f n u n g  d u t c h  E r s a t z  
der  Cys te inres te  in Pos i t ion  1 u n d  7 d u r c h  N o r m e t h i o n i n e  
gab  ein n u r  n o c h  sehr  s chwach  ak t ives  Analoges.  Ace ty-  
l ie rung oder  E r s a t z  de r  N - t e r m i n a l e n  A m i n o g r u p p e  d u r c h  

6 p. SIEBER, B. RINIKER, M. BRUOOER, B. KAMBER und W. RIT- 
TEL, Helv. claim. Acta 53, 2135 (1970). 

7 B. RINIKER, M. BRUGGER, B. t{AMBER, P. SIEBER 11116 W. RITTEL, 
Helv. chim. Acta, 52, 1058 (1969). 

8 M. A. I~UMAR, E. SLACK, A. EDWARDS, H.  A. SOLIMAN, A. BAGH- 
DIANTZ, G. V. FOSTER und  I. 1V[ACINTYRE, J .  Endocr .  33, 469 
(1965). 

0 Das [Ser ~, Des-Glyl~]-Analoge enth~lt gegentiber HCT einen 
Serin-Rest in Stellung 2, wie er bet den andern S/iuger-Calcitoni- 
nen vorkomrnt. Da diese ~ihnlich starke Aktivit~t wie HCT be- 
sitzen, dtirfte der Wirkungsverlust yon [Ser 2, Des-Glyl~ 
nicht durch diese zus~itzliche Abwandlung bedingt seth. 
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SVasserstoff bewi rk t e  dagegen  eine schwache  E r h 6 h u n g  
de r  Akt iv i tXt  gegenf iber  HCT.  Diese W i r k u n g s e r h 6 h u n g  
dt i r f te  au f  e iner  H e m m u n g  des Abbaus ,  v e r m u t l i c h  d u r c h  
A m i n o p e p t i d a s e n  be ruhen .  D a r a u f h i n  d e u t e t  auch,  dass  
be ide  P r~pa ra t e ,  EBmpl~- u n d  [N~-Acetyl -Cysl ] -HCT 
le ich t  verl~Lngerte W i r k u n g  bes i tzen .  

I n t e r e s san t e rwe i se  zeigen alle P r~pa ra t e ,  s u c h  die a m  
schw~chs ten  wi rksamen ,  D o s i s - W i r k u n g s k u r v e n  die p r ak -  
t i sch  para l le l  zu de r jen igen  yon  H C T  ver laufen .  W i t  
schl iessen daraus ,  dass  alle Pr{ ipara te  eine gleiche, spezi- 
f ische u n d  d i rek te  W i r k u n g  aus i iben,  wie H C T  selbst .  
Bet  der  A p p l i k a t i o n  h o h e r  Dosen  wenig  a k t i v e r  P r / i p a r a t e  
s ind unspezi f i sche  oder  i nd i r ek te  Wi rkung ,  z .B.  d u r c h  
Verdr~Lngung endogenen ,  g e w e b s g e b u n d e n e n  H o r m o n s ,  
n i c h t  yon  v o r n h e r e i n  auszuschl iessen.  

Unse re  R e s u l t a t e  zeigen, dass  be im  HCT, im Gegensa tz  
e t w a  zu Gas t r in ,  P a r a t h o r m o n  oder  ACTH,  n i c h t  ein 
beg renz t e r  Tell  (ak t ives  Zen t rum)  der  P e p t i d s e q u e n z  zu r  
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Fig. 2. Dauer der hypocaloaemischen W~irkung von [Bmpl]- und 
[N~-AeetyI-Cysl~-HCT im Vergleieh mit HCT (30 [xg/kg s.c.). Jeder 
Punkt repr~isentiert die Messwerte yon 10 Tieren ( •  Standardfehler). 

Aus l6sung  de r  W i r k u n g  geniigt .  Of fenba r  is t  dazu  p r a k t i s c h  
die ge samte  P e p t i d k e t t e  no twendig .  SCHWYZ~R ~~ h a t  
diesen W i r k s t o f f t y p  als , r h e g n y l o g i s c h ,  beze ichnet .  
Diese B e z e i c h n u n g  bedeu te t ,  dass  im be t r e f f enden  P e p t i d  
die zur  S t i m u l a t i o n  des IRezeptors n o t w e n d i g e n  t3ereiche 
g e t r e n n t  s ind u n d  d u t c h  weniger  wich t ige  Sequenz-  
bere iche  u n t e r b r o c h e n  werden.  N a c h  dieser  Vors t e l lung  
mfiss ten  in e inem solchen P e p t i d w i r k s t o f f  die W i r k -  
bere iche  d u r c h  eine r e l a t i v  s tarre ,  vo rgegebene  r / iumliche  
S t r u k t u r  in die r i ch t i gen  s t e r i schen  Verh~l tn i sse  gezwun-  
gen werden.  Auf  G r u n d  e ther  Ana lyse  biologischer  u n d  
i m m u n o c h e m i s c h e r  Be funde  h a b e n  BYFIELD e t  al. n fiir 
HCT eine b e v o r z u g t e  I~onfo rma t ion  vorgesch lagen .  D a r i n  
soil das  Ca rboxy l ende  des  Molektils d u r c h  n i c h t k o v a l e n t e  
Bindungskr~Lfte au f  dell  N- t e rmina l en ,  cycl i schen Be- 
re ich zur i i ckgefa l te t  sein. Al lerdings  h a t  eine S tud ie  
mi t t e l s  hochau f l6 sende r  m a g n e t i s c h e r  K e r n r e s o n a n z -  
spek t roskop ie  1~ ke ine  Hinweise  au f  eine solche b e v o r z u g t e  
S t r u k t u r  in  L6sung  fiir HCT ergeben.  Diese 1Resultate 
s t ehen  abe r  n i c h t  u n b e d i n g t  im W i d e r s p r u c h  zu d e n e n  
yon  BYFI~LI) et  al. ~,  da  die b e v o r z u g t e  K o n f o r m a t i o n  
d e m  P e p t i d h o r m o n  e r s t  be im  Z u s a m m e n t r e f f e n  m i t  
A n t i k 6 r p e r -  oder  Rezep to rmolek i i l en  au fgezwungen  wet-  
den  k6nn te .  

Die b ie r  b e o b a c h t e t e n  S t r u k t u r - W i r k u n g s b e z i e h u n g e n  
b e i m  H C T  zeigen eine t i be r r a schende  Parallelit~Lt zu 
d e n e n  des chemisch  ~thnlich g e b a u t e n  I-Iormons Oxy toc in  
(als U b e r s i c h t  vgl.18). A u c h  do r t  zeigen C- t e rmina l  ver -  
k i i rz te  oder  o f fenke t t ige  D e r i v a t e  s t a r k e n  W i r k u n g s a b -  
fall, ander se i t s  bes i t z t  s u c h  D e a m i n o o x y t o x i n  eine e twas  
e r h 6 h t e  W i r k u n g  gegeni iber  d e m  unver / inder~en  Hor -  
mon.  Of fenba r  d e u t e n  diese sehr  ~hn l i chen  S t r u k t u r -  
W i r k u n g s b e z i e h u n g e n  yon  H C T  u n d  Oxy toc in  au f  ein 
~thnliches me tabo l i sches  V e r h a l t e n  be ider  H o r m o n e  in de r  
R a t t e .  

so R. SCHWYZER, in Peptides T972 (Eds. H. HANSON und H. D. 
JAKUSKE; North Holland Publ. Co., Amsterdam 1973), p. 424. 

np .  G. H. BYFIELD, M. B. CLARK, K. TIJRSIER, G. V. FOSTER und 
I. MACINTYRE, Biochem. J. 127, 199 (1972). 

1~ A. MASSON, Dissertation Nr. 5229, ETH, Ziirich, 1974. 
13 B. BERDE und R. A. BOISSONNAS, in Handbuch der experimentellen 

Pharmakologie (Ed. B. BERDE; Springer-Verlag, Berlin 1968), 
vol. 23, p. 402. 

E p i l e p s y  in W o m e n .  O e s t r o ~ e n  and  P r o g e s t e r o n e  P l a s m a  Leve l s  1 

T. ~ACKSTR6M 

Department o/Physiology, University o/ Umed~, S-90187 Umed (Sweden), 8 September 1975. 

Summary. Compar i son  is m a d e  b e t w e e n  n u m b e r s  of f i ts  a n d  es t rogen,  p roges t e rone  p l a s m a  va lues  d u r i n g  t he  m e n s t r u a l  
cycle of w o m e n  w i t h  epilepsy.  All six cycles in  w o m e n  w i t h  o v u l a t i o n  h a d  a s ign i f ican t  pos i t ive  cor re la t ion  be twee n  
e s t rogen /p roges t e rone  ra t io  a n d  scores of fits. Three  per iods  w i t h o u t  ovu l a t i on  all showed  a s ign i f ican t  cor re la t ion  to  
es t rogen  va r i a t ions .  

I t  has  long been  k n o w n  t h a t  in  ce r t a in  w o m e n  suffer ing 
f rom epilepsy,  t h e  s eve r i t y  of f i ts  var ies  w i t h  t h e  men-  
s t r u a l  cycle2, a. Therefore ,  a possible  r e l a t ionsh ip  to  
h o r m o n e  levels ha s  been  suspected.  I n  o rder  to  t e s t  t h i s  
poss ib i l i ty  we h a v e  m e a s u r e d  oes t rogen  a n d  p roges te rone  
on  a l t e r n a t e  days,  in  7 w o m e n  over  9 m e n s t r u a l  cycles, 
us ing  a r a d i o i m m u n o a s s a y  analysis .  Of these  women,  3 
h a d  cycles t h a t  were a n o v u l a t o r y  a n d  w i t h o u t  a proges-  
t e rone  peak.  The  o v u l a t o r y  cycles all  showed  a c lear ly  
s ign i f ican t  co r re l a t ion  b e t w e e n  oes t rogen /p roges te rone  

ra t io  a n d  t he  scores of fi ts based  on  t he  n u m b e r  of fi ts a n d  
t h e  s eve r i t y  of fits, i.e. more  severe  fi ts were scored h ighe r  
t h a n  less severe fi ts (r ~ 0.52, p < 0.025; r = 0.64, 
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